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The frequencies of genotypes and alleles, the value of observable (Ho) and expected 

(He) heterozygosity, the Wright fixation index (Fis) and the effective number of alleles 

(ne) were determined based on the results of the studies. Haplotype frequencies were 

determined by calculating the EM-algorithm using the EH+ program. Calculations of 

the standardized measure of deviation by linkage from the equilibrium state were made 

using the 2LD program. According to the results of the studies, polymorphism was 

revealed for both experimental loci in the cattle population of the Ukrainian Black-and-

White dairy breed. At the CSN2 locus, the A1 allele frequency was 0.44; A2 – 0.56. At 

the CSN3 locus, the A allele frequency was 0.80; allele B – 0.20. The experimental 

cattle population was in a state of genetic equilibrium in accordance with both 

polymorphic loci. Based on the analysis of the haplotype frequencies distribution, 

haplotype CSN2A1-CSN3A was found to have the highest frequency (0,46), haplotype 

CSN2A2-CSN3B had the smallest (0,085). In the experimental cattle population of the 

Ukrainian Black-and-White dairy breed there is no deviation from the equilibrium state 

by linkage (D′ = 0.33; which is significantly less than the critical value) between the 

identified allelic variants of the CSN2 and CSN3 loci. This indicates that the 

distribution of haplotype frequencies is the result of the particularities of the 

corresponding alleles frequency distribution. 

Keywords: polymorphism, population, cows, allele, genotype, haplotype, 

linkage, marker. 
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Отримано ілюстративний матеріал, що дозволяє наочно спостерігати 

дію розчинів різної тонічності на морфологію отриманих in vivo 5-денних доком-

пактизаційних 15-17-клітинних ембріонів і 6-денних ранніх морул великої рогатої 

худоби в залежності від їх технологічного стану.  

У ембріонів досліджуваних стадій розвитку були визначені середні значен-

ня і показники варіації наступних морфометричних параметрів: зовнішнього та  

внутрішнього діаметрів прозорої оболонки (zona pellucida (ZP)), товщини ZP, ді-

аметру клітинної маси (КМ) ембріона та діаметру окремих ембріональних клі-

тин. Перелічені параметри визначалися у кожного з ембріонів послідовно в інта-

ктному, денудованому і дебластомерізованому станах в ізотонічних (0,29 Осм), 

гіпертонічних (1,5 Осм) та гіпотонічних (0,2 Осм) умовах.  

Маніпуляції з ембріонами були проведені таким чином, щоб при послідов-

ному перенесенні по розчинах різної осмолярності можна було ідентифікувати 

динаміку зміни морфології і параметрів як кожного з ембріонів (в інтактному 
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стані та після денудації), так і кожної з окремих ембріональних клітин (після де-

бластомерізації ембріона).  

Зменшення або збільшення розмірів КМ ембріонів досліджуваних стадій 

розвитку при послідовному перенесенні їх по розчинах з різною осмолярністю від-

бувалося зі збереженням приблизної пропорційності їх форми. Після часткового 

зневоднення в гіпертонії денудовані ембріони відновлювали свої розміри здебіль-

шого не повною мірою відносно своїх вихідних розмірів в інтактному стані в роз-

чинах відповідної осмолярності. Подібна осмотична поведінка спостерігалася і у 

окремих клітин дебластомерізованих ембріонів. 

Представлені в статті експериментальні дані дозволяють прогнозувати 

поведінку ембріонів під час мікроманіпуляцій, визначати послідовність, техніку 

та умови проведення з ними операцій, а також види, форму та розміри необхід-

них для цього мікроінструментів.  

Ключові слова: велика рогата худоба, морфометричні параметри емб-

ріонів, докомпактизаційні 15-17-клітинні ембріони, 

ранні морули, інтактний, денудований та дебластоме-

різований стан, гіпертонічні, ізотонічні та гіпотонічні 

умови. 

 

Для практики мікроманіпуляцій дуже важливо знати розміри певних пара-

метрів об’єктів, з якими планується проведення операцій. Це необхідно для вибо-

ру техніки проведення мікроманіпуляцій, а також для визначення видів і розмірів 

необхідних для цього мікроінструментів. На теперішній час накопичено достат-

ньо великий об’єм інформації що до розмірів яйцеклітин та ембріонів багатьох 

видів ссавців, у тому числі і великої рогатої худоби (ВРХ) [1], в звичайних для 

цих об’єктів ізотонічних умовах. Однак пошук можливостей використання в 

практиці мікроманіпуляцій  неізотонічних розчинів  з метою створення умов, які 

поліпшують проведення операцій з ембріональним матеріалом, потребує вичерп-

ної інформації зокрема про зміну розмірів та форми об’єктів у розчинах різної 

осмолярності. Існують повідомлення про вплив маніпуляцій та розчинів різної 

осмолярності на виживаність, осмотичну поведінку та деякі інші біологічні влас-

тивості яйцеклітин та ембріонів. Показано, що ні проколювання прозорих оболо-

нок (zona pellucida (ZP)), ні гіпертонічна обробка морул кролика 0,5 М та 1,0 М 

розчинами цукрози у середовищі Дюльбекко не подіяли негативно на їх розвиток 

до бластоцист [2]. При цьому об’єм зародків зменшувався відповідно до 37-39% 

та до 32-35% і відновлювався при поверненні в ізотонію (0,29 Осм) до 87-94% та 

до 81-90%. Також було отримано 39, 42 та 31% кроленят після пересадки реципіє-

нтам 2-4-клітинних зародків, витриманих передчасно у 0,5 М розчині цукрози у 

середовищі Дюльбекко відповідно 0, 30 та 60 хвилин. Розвиток ембріонів, за ре-

зультатами цієї ж роботи, суттєво погіршувався тільки тоді, коли вони видержу-

валися у 0,5 М та 1,0 М розчинах більше 60 хвилин, а у 1,5 М розчині цукрози у 

середовищі Дюльбекко більше 30 хвилин. В іншій роботі показано, що викорис-

тання 0,5 М розчину цукрози у середовищі Дюльбекко для множинної  ін’єкції 

сперміїв у перивітеліновий простір (ПВП) ооцитів кролів полегшує виконання цієї 

операції і не погіршує подальший розвиток прооперованих об’єктів до морул, а 

імітація операції шляхом проколу ін’єкційною мікропіпеткою ZP ооцитів в гіпер-

тонічних умовах не привела до збільшення у них випадків партеногенезу [3]. За-

стосування 0,5 М розчину цукрози у середовищі Дюльбекко для поміщення у 

ПВП енуклейованих ооцитів бластомерів від 8-клітинних та 16-клітинних ембріо-

нів значно полегшувало і прискорювало цей етап ембріонального клонування у 
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кролів [4]. Також було продемонстровано, що обробка ооцитів ВРХ 0,3 М цукрози 

у середовищі Дюльбекко з 20% фетальної телячої сироватки полегшує визначення 

місця локалізації метафазних хромосом при нормальній світловій мікроскопії і, 

відповідно, підвищує ефективність енуклеації без завдання шкоди для потенціалу 

розвитку in vitro клонованих шляхом переносу ядра ембріонів [5]. Вольюмомет-

ричні досліди з зиготами та ембріонами миші показали, що пропорційне змен-

шення клітин в об’ємі відмічалося у середовищах, доведених до гіпертонії шля-

хом додавання цукрози або NaCl, з осмолярністю аж до 1,5 Осм [6]. Подальше 

збільшення осмолярності середовища до 3,1 Осм приводило тільки до обмежено-

го подальшого стиснення зигот (мінімальний об’єм, який спостерігався, складав 

27% від початкового). Витримка ембріонів у 3,2 Осм середовищі, доповненому 

NaCl, протягом 10 хвилин не завадила їх подальшому розвитку до стадії вилупле-

ної бластоцисти. Смертельним майже для всіх зародків виявився розчин з осмоля-

рністю 4,0 Осм. Визначені також оптимальні концентрації непроникаючих речо-

вин і для яйцеклітин і зародків ВРХ. Розчини таких концентрацій приводять до 

суттєвої зміни розміру об’єктів і разом з тим не викликають їх загибелі. Показано, 

що при поміщенні зародків у гіпертонічний 1,5 Осм розчин NaCl об’єм їх клітин-

ної маси за рахунок виходу із клітин води зменшувався у 2,8 рази і 90% зародків 

після повернення їх в ізотонічне середовище і подальшому культивуванні зберег-

ли життєздатність [7, 8]. Поміщення ж зародків до гіпотонічного 0,2 Осм розчину 

NaCl за рахунок надходження води усередину клітин приводило до збільшення їх 

об’єму в 1,4 рази, а після повернення в ізотонічне середовище і культивування їх 

життєздатність склала 89%. Приведені дані показують, що правильний вибір 

осмолярності середовища для проведення тієї чи іншої операції наряду з дотри-

манням певного часового режиму може значно полегшити виконання маніпуляцій 

та  підвищити їх ефективність, що було продемонстровано на прикладі отримання 

агрегаційних химерних ембріонів ВРХ [9] та вилучення ооцитів і ембріонів із ZP 

[10]. Тому цей напрямок удосконалення методів мікроманіпуляцій в ембріології 

потрібно розвивати.  

Однак осмотична поведінка та чутливість до тих чи інших маніпуляцій у 

яйцеклітин та ембріонів різних стадій розвитку може бути не однакова у зв’язку з 

відмінностями їх морфологічної побудови. Ці ж самі показники можуть суттєво 

відрізнятися і у одного й того ж  об’єкта в одних і тих же умовах в залежності від 

стану, в якому він знаходиться (в інтактному, денудованому (тобто після виивіль-

нення клітинної маси (КМ) із ZP) чи дебластомерізованому (тобто після розділен-

ня КМ ембріона на окремі бластомери (клітини)). Без достатньої кількості даних 

що до цього про об’єкти всіх стадій розвитку, з якими планується проведення 

операцій, неможливо скласти повну системну інформацію про яйцеклітини та ем-

бріони певних видів тварин як про об’єкти мікроманіпуляцій. Виходячи із вище 

викладеного, для практики  мікроманіпуляцій з яйцеклітинами та ембріонами 

ВРХ ранніх доімплантаційних стадій розвитку є актуальним визначення того, як 

змінюються візуальні морфологічні ознаки та морфометричні параметри цих 

об’єктів та їх окремих елементів у розчинах різної тонічності (а саме: в ізотоніч-

ному (0,29 Осм), гіпотонічному (0,2 Осм) та гіпертонічному (1,5 Осм)) і в залеж-

ності від стану, в якому вони знаходяться (а саме: в інтактному, після денудації та 

після дебластомерізації). 

Тому метою роботи було визначення впливу розчинів різної осмолярності 

на морфологію та параметри 15-32-клітинних ембріонів ВРХ, отриманих in vivo, в 

залежності від їх технологічного стану.  
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Матеріали та методи досліджень. Об’єктами досліджень були свіжоот-

римані докомпактизаційні 15-17-клітинні ембріони 5-денного віку та ранні мору-

ли (стадія 16→32 клітин) 6-денного віку, вимиті з репродуктивного тракту оброб-

лених на суперовуляцію корів-донорів відповідно на 5-й та 6-й день після штуч-

ного осіменіння (день приходу донора в стан статевої охоти і осіменіння вважали 

нульовим днем).  

Морфометрію кожного ембріона проводили в різних технологічних станах 

(інтактному, після денудації та після дебластомерізації) і в умовах середовищ з 

різною осмолярностю. Для роботи з ембріональним матеріалом використовували 

ізотонічне (0,29 Осм) середовище Дюльбекко з 10% фетальної телячої сироватки, 

гіпотонічне (0,2 Осм) середовище Дюльбекко з 10% фетальної телячої сироватки 

та гіпертонічне середовище Дюльбекко з 10% фетальної телячої сироватки, допо-

внене NaCl до осмолярності 1,5 Осм. Всі маніпуляції з ембріонами проводилися 

при кімнатній температурі (20-24 oC).  

Для отримання відеозображень об’єктів та проведення з ними необхідних 

для цього мікроманіпуляцій використовували електромеханічний та механічний 

мікроманіпулятори, пневматичні насоси, інвертований мікроскоп “AXIOVERT-

35”, відеокамеру АСЕ-320, відеомагнітофон “Panasonic”, телевізор “Daewoo” та 

комп’ютер. Необхідні для проведення маніпуляцій мікроінструменти (скляні мік-

роголки, утримуючі та ін’єкційні мікропіпетки) виготовляли із стандартних скля-

них капілярів (скло - “Пірекс”; довжина – 180 мм; зовнішній діаметр – 1,5 мм; 

внутрішній діаметр – 1 мм) за допомогою мікрокузень МК-1 та МК-2, а також 

приладу для заточування мікроінструментів (виробництва НВО “Біоприбор”, 

м. Пущино, Росія).  

Відеозображення кожного з об’єктів в потрібних ракурсах отримували в 

такій послідовності: спочатку знімали інтактний ембріон в ізотонічному середо-

вищі, потім в гіпотонічному, знову в ізотонічному і нарешті в гіпертонічному се-

редовищі, де його по закінченні зйомки за допомогою мікроприсоски та мікрогол-

ки вивільняли із прозорої оболонки; після цієї операції денудований ембріон пос-

лідовно знімали в гіпертонії, ізотонії, гіпотонії і знову в ізотонії. Деякі (найкращі 

за якістю) денудовані ранні морули, а також зародки ранньої докомпактизаційної 

15-17-клітинної стадії зразу ж після зйомки розділяли мікроголкою на окремі бла-

стомери в умовах ізотонії або гіпотонії. По закінченні процедури дебластомеріза-

ції зародка отримані окремі бластомери послідовно знімали в гіпотонічному, ізо-

тонічному, гіпертонічному та ізотонічному середовищах. Перенесення бластоме-

рів із краплі з одним середовищем в краплю з іншим середовищем проводилося за 

допомогою ін’єкційної мікропіпетки в певному порядку так, щоб кожний із блас-

томерів, знятий в умовах різної тонічності, можна було потім ідентифікувати.  

Відеозображення кожного із знятих ембріонів в усіх потрібних для роботи 

ракурсах відцифровували за допомогою певного програмного забезпечення і при-

водили до єдиного масштабу (1 мм відеозображення відповідає 5 мкм реального 

розміру об’єкта, тобто збільшення - ×200). Потім за цими відеозображеннями за 

допомогою програми Adobe Photoshop 6 визначали величини морфометричних 

параметрів ембріонів у різному технологічному стані і в умовах різної тонічності. 

Масштабування та розрахунок справжніх значень всіх лінійних параметрів об'єк-

тів за отриманими промірами їх відеозображень проводили з використанням кое-

фіцієнта пропорційності, який визначали між величиною зовнішнього діаметра 

мікроприсоски або ін’єкційної мікропіпетки (відомих розмірів, які визначали під 

мікроскопом за допомогою окуляр-метра) та справжнім значенням цього параме-

тра. Статистичну обробку і аналіз отриманих експериментальних даних проводи-
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ли з застосуванням методів, викладених у відповідних посібниках з біометрії [11, 

12]. Визначення середніх значень та показників варіації морфометричних параме-

трів ембріонів проводили за описовою статистикою за допомогою програми 

Microsoft Excel. 

У досліджуваних ембріонів визначали наступні морфометричні параметри: 

зовнішній діаметр ZP, внутрішній діаметр ZP, товщину ZP (визначали як полови-

ну різниці між зовнішнім і внутрішнім діаметрами ZP), діаметр КМ ембріона та 

діаметр окремих ембріональних клітин. Оскільки досліджувані об’єкти мають 

округлу але все ж таки в різному ступені відмінну від правильної кулі чи сфери 

форму, то всі перелічені діаметри визначалися як усереднені значення за відпові-

дними найбільшим і найменшим промірами.  

Результати досліджень. Проведено досліди з визначення впливу розчинів 

різної осмолярності на морфологію та параметри докомпактизаційних 15-17-

клітинних ембріонів  та  ранніх морул ВРХ, що мають у своєму складі від 16 до 32 

клітин, залежно від їх технологічного стану. 

Отримано відповідний ілюстративний матеріал та визначено перелічені 

вище параметри ембріонів досліджувавних стадій розвитку в умовах розчинів різ-

ної тонічності та в різному технологічному стані.  

На рис. 1 і 2 представлені відповідно відеозображення прооперованих до-

компактизаційного 16-клітинного ембріона та 24-клітинного ембріона, що знахо-

диться на початку процесу компактизацізації. Ембріони були послідовно витри-

мані і зняті (згідно нумерації на рис. 1 і 2) в ізотонічному (0,29 Осм), гіпертоніч-

ному (1,5 Осм) та гіпотонічному (0,2 Осм) середовищах в інтактному, денудова-

ному і дебластомерізированому станах. 

Таким чином (рис. 1 і 2) були прооперовані і витримані в розчинах різної 

тонічності 4 докомпактизаційних ембріони 5-денного віку, що мали у своєму 

складі від 15 до 17 клітин, і 3 ранніх морули 6-денного віку, що мали у своєму 

складі від 16 до 32 клітин. Із цих ембріонів процедурі дебластомерізації були  під-

дані  2 кращих  за  якістю  докомпактизаційних 16-клітинних ембріони і 1 рання 

24-клітинна морула. У кожного із досліджуваних ембріонів були проведені відпо-

відні виміри і визначені усреднені показники перелічених вище морфометричних 

параметрів в умовах і станах, представлених на рис. 1 і 2 (у 2 докомпактизаційних 

ембріонів і 1 ранньої морули за всіма 9 позиціями, у 2 інших докомпактизаційних 

ембріонів і 2 ранніх морул тільки за першими 6 позиціями). Отримані дані були 

оброблені статистично. Середні значення і показники варіації досліджуваних 

морфометричних параметрів взятої в дослід виборки докомпактизаційних 5-

денних ембріонів представлені в табл. 1, а виборки ранніх морул 6-денного віку – 

в табл. 2.  
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Було констатовано, що поміщення інтактних докомпактизаційних 15-17-

клітинних ембріонів і ранніх морул в розчини з різною осмолярністю ніяк не 

вплинуло на параметри і видимі морфологічні ознаки їх ZP (рис. 1 і 2 (1-3)). Сере-

дні значення (M±m) зовнішнього і внутрішнього діаметрів, а також товщини ZP, 

визначені у 4 інтактних 15-17-клітинних ембріонів в умовах різної тонічності по-

казали високу ступінь вірогідності (P≥0,999) і відповідно склали 167,5 ± 1,93 мкм, 

137,8 ± 1,93 мкм і 14,8 ± 0,09 мкм (табл. 1). Перелічені параметри ZP у ембріонів 

даної виборки характеризувалися низькою варіабельністю. Різниця між наймен-

шим і найбільшим ембріонами за зовнішнім (164,2 мкм і 172,5 мкм) і внутрішнім 

(134,7 мкм і 142,6 мкм) діаметрами ZP склала близько 8 мкм, а за товщиною ZP 

(14,6 мкм і 15 мкм) – 0,4 мкм. Коефіцієнти варіації (Cv) цих параметрів відповідно 

склали 2,3%, 2,8% і 1,23%. Середні значення (M±m) зовнішнього і внутрішнього 

діаметрів, а також товщини ZP, визначені у 3 інтактних ранніх морул в умовах 

різної тонічності суттєво не відрізнялися від таких у 15-17-клинних ембріонів. 

Вони також показали високий рівень вірогідності (P≥0,999) і відповідно склали 

170,2±3,54 мкм, 135,8±3,25 мкм та 17,5±0,22 мкм (табл. 2). Перелічені параметри 

ZP у ембріонів цієї вибірки характеризувалися невисокою варіабельністю. Різниця 

між найменшим і найбільшим ембріонами за зовнішнім (163,2 і 174,3 мкм) і внут-

рішнім (128,7 і 138,6 мкм) діаметрами ZP склала відповідно близько 11 мкм і 10 

мкм, а за товщиною ZP (17,2 мкм та 17,9 мкм) – 0,7 мкм. Коефіцієнти варіації (Cv) 

цих параметрів відповідно склали 3,6%, 4,2% та 2,22%. 

Що стосується видимих морфологічних змін КМ докомпактизаційних 15-

17-клітинних ембріонів і ранніх морул, що спостерігалися при послідовному по-

міщенні їх в розчини із заданою осмолярністю, то можна констатувати наступне. 

Не було виявлено видимих відмінностей в осмотичній поведінці КМ ембріонів 

даних стадій розвитку в залежності від наявності або відсутності у них ZP (рис. 1 і 

2 (1-6)). Тобто, характер морфологічних змін КМ, обумовлених зміною осмоляр-

ності навколишнього середовища, був практично однаковим у ембріонів, як в ін-

тактному стані, так і після денудації. Морфологічні зміни КМ, що спостерігалися 

у докомпактизаційних 15-17-клітинних ембріонів та ранніх морул, зводилися до 

наступного. При перенесенні ембріона з ізотонічного (0,29 Осм) середовища в гі-

потонічне (0,2 Осм) середовище спостерігалося набухання та округлення клітин, 

що входять до складу КМ, і, як наслідок цього, збільшення загального розміру 

КМ, яке, однак, візуально було ледь помітним. При поміщенні ембріона в гіпер-

тонічне (1,5 Осм) середовище спостерігалося добре виражене стиснення як самої 

КМ, так і кожної клітини, що входить до її складу. Поверхня клітин внаслідок 

значного зменшення їх об’єму в гіпертонії набувала нерівної зморшкуватої фор-

ми, що супроводжувалося також зменшенням прозорості клітин внаслідок виходу 

з них води та ущільнення цитоплазми. При поверненні ембріонів в ізотонічні умо-

ви, як із гіпотонії, так і з гіпертонії, їх КМ за візуальною оцінкою відновлювала 

свої вихідні розміри та форму.  

 



Науково-технічний бюлетень ІТ НААН -№128  

112 

  Тонічність  середовища 

  Гіпертонія (1,5 Осм) Ізотонія (0,29 Осм) Гіпотонія (0,2 Осм) 

Т
ех

н
о
л

о
г
іч

н
и

й
  

 с
т
а
н

  
 е

м
б
р

іо
н

а
 

ін
т
а
к

т
н

и
й

 

   

3 1 2 

п
іс

л
я
  
д

ен
у
д

а
ц

ії
 

   

4 5 6 

п
іс

л
я
  
д

еб
л

а
ст

о
м

ер
із

а
ц

ії
 

   

9 8 7 

 

Рис. 1. Докомпактизаційний 16-клітинний ембріон ВРХ у різних  

технологічних станах та в умовах різної тонічності: 

1-9 – нумерація послідовності отримання відеозображень прооперованого ембріона. 

 

Зменшення або збільшення розмірів КМ 15-17-клітинних ембріонів та ран-

ніх морул при перенесенні їх із розчину з однією осмолярністю в розчин з іншою 

осмолярністю відбувалося приблизно пропорційно їх формі (рис. 1 і 2 (1-6)).  
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Рис. 2.   24-клітинний ембріон ВРХ (початок компактизації) у різних  

технологічних станах та в умовах різної тонічності: 

1-9 – нумерація послідовності отримання відеозображень прооперованого ембріона. 

 

Динаміка зміни параметрів КМ у докомпактизаційних 15-17-клітинних ем-

бріонів і у ранніх морул при послідовному поміщенні їх у розчини різної тонічно-

сті була багато в чому подібною, проте мала і деякі відмінності (рис. 1 і 2 (1-6) та 

табл. 1 і 2). Точні вимірювання параметрів КМ ембріонів цих стадій розвитку за їх 

відеозображеннями, отриманими послідовно в умовах різної тонічності, показали, 

що розміри КМ залежать не тільки від осмолярності того середовища, в яке емб-

ріон поміщений, а й від осмолярності середовища, в якому він знаходився до цьо-

го. Слід також зазначити, що в більшості випадків помітити встановлені відмінно-

сті в параметрах КМ ембріонів візуально через мікроскоп було б досить важко 

(рис. 1 і 2 (1-6) та табл. 1 і 2). Так, вихідне середнє значення (M±m) діаметра КМ у 

інтактних 15-17-клітинних ембріонів в ізотонічному (0,29 Осм) середовищі склало 

130,2 ± 3,7 мкм, а у інтактних ранніх морул – 124,5 ± 2,78 мкм. При перенесенні 

ембріонів цих стадій розвитку з ізотонічного в гіпотонічне (0,2 Осм) середовище 
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середнє значення діаметра їх КМ змінилося не достовірно (P≤0,61). У докомпак-

тизаційних 15-17-клітинних ембріонів воно збільшилося всього на 1% і склало 

131,9±4,54 мкм, а у ранніх морул – на 3% і склало 128,6±3,35 мкм. В умовах гіпе-

ртонічного (1,5 Осм) середовища середнє значення діаметра КМ інтактних 15-17-

клітинних ембріонів зменшилося до 106,6 ± 3,13 мкм. Це становило 82% від їх-

нього початкового середнього значення в ізотонії і мало достовірну з ним різницю 

(P≥0,99). Середнє значення діаметра КМ ранніх інтактних морул в умовах гіпер-

тонії (1,5 Осм) зменшилося до 95,7 ± 0,78 мкм. Це становило 77% від їхнього по-

чаткового середнього значення в ізотонії і мало з ним достовірну різницю 

(P≥0,999). Після денудації в гіпертонічному (1,5 Осм) середовищі середнє значен-

ня та показники варіації діаметра КМ цих же 15-17-клітинних ембріонів залиши-

лися незмінними. Тобто, процес звільнення із ZP в умовах гіпертонії тим спосо-

бом, який ми використовували в даній роботі [10], практично не вплинув на роз-

міри та морфологію КМ прооперованих 15-17-клітинних ембріонів. Середнє зна-

чення діаметра КМ ранніх морул після денудації в гіпертонічному (1,5 Осм) сере-

довищі незначно зменшилося (приблизно на 2%, тобто до 93,5±1,54 мкм), а пока-

зники варіації збільшилися приблизно в 2 рази. Однак ці зміни не мали достовір-

ної різниці (P≤0,61) і були обумовлені очищенням КМ денудованих ембріонів від 

невеликої кількості мертвих клітин, що були відпочатку в їх складі. Після перене-

сення витриманих в гіпертонічному (1,5 Осм) середовищі денудованих 15-17-

клітинних ембріонів в ізотонічне (0,29 Осм) середовище середнє значення діамет-

ра їх КМ склало 119,8 ± 1,25 мкм. Ця величина відповідає приблизно 92% вихід-

ної величини даного показника у інтактних ембріонів в ізотонії, має достовірну 

різницю (P≥0,95) і вказує на те, що після часткового зневоднення ембріонів в гі-

пертонії їх об’єм в ізотонічних умовах відновлюється не повною мірою. Після пе-

ренесення в ізотонічне (0,29 Осм) середовище витриманих у гіпертонічному (1,5 

Осм) середовищі денудованих ранніх морул об’єм їх КМ також відновився не по-

вною мірою. Це могло бути обумовлено частково осмотичним впливом, а частко-

во очищенням КМ після денудації від залишків мертвих клітин. Середнє значення 

діаметра КМ ранніх денудованих морул в ізотонії склало 116,4 ± 2,56 мкм. Ця ве-

личина відповідає приблизно 93% вихідної величини даного показника у інтакт-

них ембріонів в ізотонії, проте має з нею не достовірну різницю (P≤0,90). При по-

дальшому перенесенні денудованих 15-17-клітинних ембріонів в гіпотонію серед-

нє значення їх діаметра збільшилося до 121,3 ± 0,75 мкм, але все ж таки не досяг-

ло тієї величини, яка була у інтактних ембріонів в умовах ізотонії (93% від 130,2 ± 

3,7 мкм) і тим більше гіпотонії (92% від 131,9 ± 4,54 мкм),  і мало з ними  не дос-

товірну різницю (P≤0,90)  (рис. 1 (1-6) і табл. 1). При перенесенні із ізотонії до гі-

потонії денудованих ранніх морул середнє значення діаметра їх КМ збільшилося 

до 128,5 ± 7,78 мкм, і практично досягло тієї ж величини, яка була у них в гіпото-

нії в інтактному стані (128,6 ± 3,35 мкм). Різниці між діаметрами КМ ранніх мо-

рул у гіпотонії та ізотонії в інтактному та денудованому станах також показали 

низький рівень достовірності (P<0,90) (рис. 2 (1-6) і табл. 2).  

2 кращих за якістю денудованих 16-клітинних ембріона і 1 з ранніх дену-

дованих морул після експозиції в розчинах різної тонічності були розділені на ок-

ремі клітини. Дебластомерізація одного 16-клітинного ембріона була проведена в 

ізотонічному (0,29 Осм) середовищі, а другого – в гіпотонічному (0,2 Осм) сере-

довищі. Від кожного 16-клітинного ембріона було отримано по 16 цілих клітин 

(збереженість склала 100%). Дебластомерізацію ранньої морули проводили в ізо-

тонічному (0,29 Осм) середовищі. Початок формування щільних міжклітинних 

контактів на цій стадії ембріонального розвитку відчутно ускладнював процес по-
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ділу ембріона на окремі бластомери та зумовлював неминучість механічного по-

шкодження певної їх кількості. З 24 клітин, що входили до складу прооперованої 

ранньої морули, одна клітина початково мала ознаки ушкодження та 8 клітин бу-

ли пошкоджені в процесі дебластомеризації. В результаті було отримано 15 цілих 

окремих клітин (збереженість склала 62,5%). Клітини кожного з дебластомерізо-

ваних ембріонів у певних послідовностях були витримані та зняті на відео у роз-

чинах різної тонічності. Всі клітини були ідентифіковані і за отриманими відеозо-

браженнями було відстежено індивідуальний характер морфометричних змін ко-

жної з клітин у розчинах різної осмолярності (рис. 1 (7-9) і рис. 2 (7-9)).  

Середні значення (M±m) діаметра окремих клітин, визначені по кожному з 

досліджуваних 16-клітинних ембріонів в умовах середовищ з відповідними осмо-

лярностями, не мали між собою достовірних відмінностей. Це дозволило нам об'-

єднати дані, отримані за цими двома ембріонами, в одну вибірку для більш об'єк-

тивної оцінки впливу розчинів різної осмолярності на морфометричні параметри 

окремих клітин докомпактизаційних ембріонів 5-денного віку. Середні значення 

(M±m) діаметра окремих клітин 16-клітинних ембріонів, визначені в умовах різної 

тонічності, показали високий ступінь достовірності (P≥0,999) і склали: в ізотоніч-

ному (0,29 Осм) середовищі – 39,13 ± 1,40 мкм (n=32), у гіпотонічному (0,2 Осм) 

середовищі – 41,82 ± 1,55 мкм (n=30) та у гіпертонічному (1,5 Осм) середовищі – 

31,04 ± 1,36 мкм (n=26) (табл. 1). Діаметри окремих ембріональних клітин в умо-

вах ізотонії (0,29 Осм) та гіпертонії (1,5 Осм), а також гіпотонії (0,2 Осм) та гіпер-

тонії (1,5 Осм) мають між собою достовірну різницю (P≥0,999). Різниця між діа-

метрами окремих ембріональних клітин в умовах ізотонії (0,29 Осм) і гіпотонії 

(0,2 Осм) була не значною і не достовірною (P≤0,75). При цьому клітини, що вхо-

дили до складу досліджуваних 16-клітинних ембріонів досить сильно відрізнялися 

між собою за розміром (рис. 1 (7-9)). Так, найменша та найбільша клітини даної 

вибірки різнилися по діаметру в умовах ізотонії (0,29 Осм) майже в 3 рази (17 мкм 

і 54 мкм). Коефіцієнт варіації (Cv) цього параметра в ізотонії становив 20,22%.  

Приблизно така ж варіабельність клітин за діаметром мала місце в гіпотонії 

(Cv=20,32%)  і  гіпертонії (Cv=22,32%) (табл. 1). 

Середні значення (M±m) діаметра уцілілих після дебластомерізації клітин 

24-клітинної ранньої морули, визначені в умовах різної тонічності, показали ви-

сокий ступінь достовірності (P≥0,999) і склали: в ізотонічному (0,29 Осм) середо-

вищі – 30,35 ± 0, 92 мкм (n=15), у гіпертонічному (1,5 Осм) середовищі – 24,94 ± 

0,85 мкм (n=13) і в гіпотонічному (0,2 Осм) середовищі – 36,03 ± 1,55 мкм (n=10) 

(табл. 2). Діаметри окремих ембріональних клітин в умовах ізотонії (0,29 Осм) та 

гіпертонії (1,5 Осм), ізотонії (0,29 Осм) та гіпотонії (0,2 Осм), а також гіпотонії 

(0,2 Осм) та гіпертонії (1,5 Осм) мають між собою достовірні різниці (відповідно: 

P≥0,999; P≥0,99; P≥0,999). При цьому варіабельність за розміром у клітин, що за-

лишилися цілими після дебластомерізації 24-клітинного ембріона (рис. 2 (7-9) і 

табл. 2), була майже в 2 рази менша, ніж у клітин дебластомерізованих 16-

клітинних ембріонів (рис. 1 (7-9) і табл. 1). Так, найменша і найбільша клітини 

даної вибірки різнилися за діаметром в умовах ізотонії (0,29 Осм) приблизно в 

1,5 рази (25 мкм і 38 мкм). Коефіцієнт варіації (Cv) цього параметра в ізотонії 

становив 11,68%.  Приблизно така ж варіабельність клітин за діаметром мала міс-

це в гіпотонії (Cv=13,64%) і гіпертонії (Cv=12,29%) (табл. 2). 

Висновки: 
1. Отримано ілюстративний матеріал, що дозволяє наочно спостерігати дію 

розчинів різної тонічності на морфологію докомпактизаційних 16-клітинних емб-

ріонів та ранніх морул ВРХ в залежності від їхнього технологічного стану. 
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2. Визначено середні значення та показники варіації основних морфомет-

ричних параметрів ембріонів цих стадій розвитку послідовно в інтактному, дену-

дованому та дебластомеризованому станах в ізотонічних (0,29 Осм), гіпертоніч-

них (1,5 Осм) та гіпотонічних (0, 2 Осм) умовах.  

3. На підставі отриманих морфометричних даних можна прогнозувати по-

ведінку ембріонів під час маніпуляцій, визначати послідовність, техніку та умови 

проведення з ними операцій, а також види, форму та розміри необхідних для цьо-

го мікроінструментів. 
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INFLUENCE OF SOLUTIONS OF DIFFERENT OSMOLARITY ON 

MORPHOMETRIC PARAMETERS OF 15-32-CELLS BOVINE EMBRYOS 

Lisin V. I., Khmelkov V. M., Bugrov O. D.,  Dibirov M. K.,  Institute of Animal Sci-

ence NAAS 

The illustrative material was obtained that allows to observe clearly the effect of 

different tonicity solutions on the morphology of bovine 5-days pre-compacted 15-17-

cells embryos and 6-days early morulae obtained in vivo, depending on their technolog-

ical state. 

The average values and rates of variation of the following morphometric pa-

rameters were determined in embryos at the stages of the developmental study: outer 

and inner zona pellucida (ZP) diameters, ZP thickness, embryonic cell mass (CM) di-

ameter and individual embryonic cell diameters. The mentioned parameters were de-

termined in each of the embryos consistently in intact, denuded and deblastomerised 

states in isotonic (0.29 Osm), hypertonic (1.5 Osm) and hypotonic (0.2 Osm) conditions. 

Manipulations with embryos were carried out in such a way that during con-

sistent transfer through solutions of different osmolarity, it was possible to identify the 

dynamics of changes in the morphology and parameters of each of the embryos (in the 

intact state and after denudation) and of each of the individual embryonic cells (after 

deblastomerisation of the embryo). 

A decrease or increase in the size of the CM of embryos of the studied develop-

mental stages during their successive transfer through solutions with different osmolari-

ty occurred with the preservation of the approximate proportionality of their shape. Af-

ter partial dehydration in hypertonia, the denuded embryos recovered their sizes mostly 

not fully relative to their initial sizes in the intact state in solutions of the appropriate 

osmolarity. Similar osmotic behavior was also observed in individual cells of deblas-

tomerised embryos. 

The experimental data presented in the article make it possible to predict the 

behavior of embryos during micromanipulations, to determine the sequence, technique 

and conditions of operations with them, as well as the types, shape and sizes of mi-

crotools necessary for this. 

Key words: bovine; embryo morphometric parameters; pre-compacted 15-17-

cells embryos; early morulae; intact, denuded and deblastomerised states; isotonic, hy-

pertonic and hypotonic conditions. 
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